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論 文 内 容 の 要 旨 
 
社会記憶（他者を覚える記憶）は円滑な社会生活を営む上で必要不可欠な記憶であり，社
会行動を制御する基盤である。 
マウスの社会記憶は社会的認知記憶課題を用いて評価される。この課題では，社会記憶を
評価する成熟マウスに対して未成熟な幼若マウスを提示し，成熟マウスが幼若マウスに鼻先
を接触した時間の長さ(investigation time; IT)を指標に記憶を評価する。具体的には成熟マ
ウスと幼若マウスを同一のケージに 3 分間入れ IT を測定し(1st exposure)，一定のインタ
ーバル後に同じ組み合わせのマウスを用いて同様に IT を測定する(2nd exposure)。1st 
exposure よりも 2nd exposure の IT が有意に減少すれば，成熟マウスが幼若マウスを記憶
していたと判断できる。 
記憶は数時間程度しか保持されない不安定な短期記憶と最長一生保持される長期記憶に
分けられ，不安定な短期記憶は新規遺伝子発現を必要とする固定化のプロセスを経て，安定
な長期記憶として貯蔵される。この社会記憶固定化に転写因子 cAMP responsive element 
binding protein (CREB)を介する遺伝子発現が関与することが示されるなど，分子機構の解
明は一部進んでいる。しかし，社会記憶の固定化に海馬が必要とされることが示されている
ものの，社会記憶を制御する脳領野の網羅的な同定は行われておらず，社会記憶制御機構の
回路・組織レベルの解析は進展していないのが現状である。以上の背景から，本研究では，
神経科学的手法と in silico 解析法を用いて，社会記憶制御機構，さらに，社会記憶に基づい
て対面したマウスが既知であるか，新規であるかを識別する社会識別制御機構を，回路・組
織レベルで解明することを目的とした。 
 
1.  社会記憶固定化制御機構の解析 
 社会記憶固定化制御機構を解明することを目的に，免疫組織化学染色を用いて社会記憶
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固定化に必要とされる脳領野を同定した。さらに，in silico 解析法を用いて社会記憶固定化
時の脳領野間の機能的結合に基づいて神経ネットワークを評価し，各脳領野の役割を解析し
た。 
 
1-1. 社会記憶固定化に対する転写因子 CREB の役割の解析 
CREB は神経活動及び学習後に活性化され，転写活性化を誘導する転写因子であり，
CREB を介する転写は記憶固定化に必要とされる（Kida et al., 2002）。初期応答遺伝子で
ある c-fos や activity-regulated cytoskeleton-associated protein（Arc）は CREB 標的遺伝
子であり，これらの遺伝子発現を指標にして記憶固定化に必要とされる脳領野が同定されて
いる。しかし，社会記憶固定化に CREB が必要とされることが示唆されているものの
（Fukushima et al., 2008; Suzuki et al., 2011），未だその実態は検証されていない。そこ
で，任意の時期に前脳領域特異的に CREB 機能を抑制可能な変異型マウス（CREBIR マウ
ス）を用いて社会記憶固定化に対する CREB の役割を解析した。その結果，薬剤（女性ホ
ルモン拮抗薬タモキシフェン）投与により学習時の CREB 機能を抑制した場合，1st 
exposure の 2 時間後の 2nd exposure では IT の有意な減少が観察され，短期記憶が認めら
れたものの，24 時間後の 2nd exposure では IT の減少は観察されず，長期記憶が観察され
なかった。一方，野生型マウスでは 24 時間後に 2nd exposure を行なった場合でも社会記
憶が認められた。従って，CREB 機能の阻害は短期記憶には影響しないものの，長期記憶
形成に障害を与えたことから，社会記憶固定化に CREB を介する転写の活性化が必要とさ
れることが示された。 
 
1-2. 社会記憶固定化誘導時に初期応答遺伝子の発現が誘導される脳領野の同定 
続いて，社会記憶固定化制御機構を組織レベルで解析するために，c-fos 及び Arc の発現
を指標にした免疫組織化学染色により，記憶固定化時に CREB による転写が活性化される
脳領野の同定を試みた。1st exposure 時に幼若マウスが 3 分間提示された成熟マウスを社
会記憶形成群(exposure 3 min: 3 分群)とした。一方，対照群として，幼若マウスが 1 分間
提示されたものの記憶形成に必要な提示時間が十分与えられなかった群(exposure 1 min: 1
分群)，幼若マウスが提示されなかった群(exposure 0 min: 0 分群)，ホームケージに滞在さ
せられた群(home cage 群)を設けた。1st exposure の 90 分後に免疫組織化学染色に供した
結果，3 分群の海馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体では他の群と比較して有意に多い c-fos
及び Arc 陽性細胞が観察され，社会記憶固定化誘導時にこれら脳領野において初期応答遺
伝子発現が誘導されることが示された。 
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1-3.  社会的認知記憶固定化に対する脳領野の役割の解析 
 海馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体における遺伝子発現が社会記憶固定化時に誘導され
ることが示唆されたため，記憶固定化に対するこれら脳領野の役割を明らかにするために，
局所注入法を用いてそれぞれの領野の遺伝子発現阻害の影響を解析した。1st exposure 直後
にタンパク質合成阻害剤アニソマイシンの局所注入を行った結果，2 時間後に 2nd exposure
を行った場合には短期記憶には影響が観察されなかったものの，24 時間後に 2nd exposure
を行った場合には，海馬，前頭前野，前帯状皮質あるいは扁桃体にアニソマイシンを投与さ
れると長期記憶の障害が観察された。従って，これら脳領野のタンパク質合成阻害は短期記
憶には影響しないものの，長期記憶形成を阻害することから，社会記憶固定化に海馬，前頭
前野，前帯状皮質，扁桃体における遺伝子発現が必須であることが示された。 
 
1-4. in silico 解析法を用いた社会記憶固定化に対する脳領野の役割の解析 
以上の解析から，社会記憶固定化に複数の脳領野が必要とされることが示されたが，脳領
野の役割の差異は不明である。そこで，個体毎の脳領野間の c-fos 陽性細胞数の相関を指標
にして 2 領野間の機能的結合を評価することで，各脳領野の役割を比較した。まず，2 領野
間の c-fos 陽性細胞数の相関係数（r 値）を算出し，領野間の機能的結合性を評価した。そ
の結果，幼若マウスを提示する時間が長くなる程，全 r 値の平均が有意に高くなること，す
なわち，社会記憶固定化時に領野間の機能的結合性がより強くなることが示唆された。さら
に，領野毎の r 値を比較した場合，海馬と前頭前野では 3 分群の r 値の平均が 1 分群と 0
分群に比べ有意に高くなった。一方，前帯状皮質と扁桃体では 1 分群と 3 分群の r 値の平均
が 0 分群に比べて有意に高くなり，3 分群と 1 分群には差異は観察されなかった。以上の結
果から，海馬，前頭前野は社会記憶固定化により貢献するのに対して，前帯状皮質，扁桃体
は社会行動の発現により重要であると考察した。 
さらに，2 領野間の c-fos 陽性細胞数の相関に基づいて，各領野の他の領野との機能的結
合の数（Degree）と最短結合経路の合計から求めたネットワークへの参加率（Betweeness）
を算出するグラフ理論分析を行った。1 分群の Degree と Betweeness では前帯状皮質，扁
桃体がトップランクとなった。一方，3 分群の Degree と Betweeness では海馬がトップラ
ンクとなった。以上の結果からも，前帯状皮質，扁桃体は社会行動発現を制御する神経ネッ
トワークの中心として機能すること，一方，海馬は社会記憶固定化を制御する神経ネットワ
ーク(すなわち，情報統合)の中心として機能することが強く示唆された。一方，前頭前野は
社会記憶固定化時に他の領野と機能的結合が高まるものの，様々な領野から情報を受ける側
としての役割を果たしているのではないかと考察した。以上より，社会記憶固定化に対して
海馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体は生化学的には同様の役割を果たすことが示唆された
ものの，in silico 解析による回路レベルの解析からこれら脳領野がそれぞれ異なる役割を担
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う実態が示唆された。 
 
1-5．結論及び考察 
 社会記憶固定化に海馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体における遺伝子発現が必須である
ことが示された。さらに，in silico 解析から，社会記憶制御に対してこれら領野の役割に違
いがあり，特に海馬は社会記憶固定化時に領野間を繋ぐハブ領野として記憶貯蔵の中心とし
て機能するものと考えられた。 
 
2. 既知と新規のマウスを識別する社会識別の制御機構の解析 
動物は社会記憶を形成し，貯蔵された記憶と照合することで，対面した相手が既知か，あ
るいは，初めて出会ったか（新規か）を識別する(社会識別)。本章では 1 章と同様に，社会
識別の制御機構を組織学的に解析した。 
 
2-1. 社会識別時の脳領野の生化学特徴の解析 
社会記憶に基づく社会識別の制御機構を解析するため，まず，1 章と同様に免疫組織化学
染色法を用いて，社会識別時に活性化される脳領野を c-fos 発現を指標に解析した。一方，
既存の記憶が想起される(思い出される)際にプロテオソーム依存的タンパク質分解が活性
化されることが示されている(Fukushima et al., 2014)。そこで，プロテオソーム依存的タ
ンパク質分解の活性化マーカーであるリジン 48結合ポリユビキチン鎖(Ub-Lys48)の生成を
指標にした免疫組織化学染色により，社会識別時にタンパク質分解が活性化される領野も解
析した。 
1st exposure の 24 時間後の 2nd exposure において，1st exposure と同じ（既知の）幼
若マウスを提示された群(Re-exposure: RE 群)と新規の幼若マウスを提示された群(double 
exposure: DE 群)を設けた。また，対照群として，2nd exposure (single exposure 群: SE
群)あるいは 1st exposure (No re-exposure群: NR群)においてのみ幼若マウスを提示された
群，1st 及び 2nd exposure 共に幼若マウスを提示されなかった群(no exposure 群: NE 群)
を設けた。2nd exposure の 90 分後に免疫組織化学染色に供した結果，社会記憶形成時と同
様に，2nd exposure において幼若マウスを提示された全ての群（RE，DE，SE 群）の前頭
前野，前帯状皮質，扁桃体において有意に多い c-fos 陽性細胞が観察された。これに対して，
興味深いことに，海馬においても 2nd exposure において新規の幼若マウスを提示された
DE，SE 群では有意に多い c-fos 陽性細胞が観察されたものの，既知の幼若マウスを提示さ
れた RE 群では c-fos 陽性細胞数に変化は観察されなかった。一方，タンパク質分解の活性
化を解析した結果，海馬，前頭前野，前帯状皮質では 2nd exposure において既知の幼若マ
ウスを提示された RE 群においてのみ有意に多い Ub-Lys48 陽性細胞が観察された。これに
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対して，RE 群の扁桃体では Ub-Lys48 陽性細胞数に変化は観察されなかった。 
以上より，既知，新規のマウスを提示した場合共に前頭前野，前帯状皮質，扁桃体では
c-fos 発現が誘導されるのに対して，海馬では既知のマウスを提示しても c-fos 発現が誘導さ
れないことが明らかとなった。興味深いことに，海馬，前頭前野，前帯状皮質では，既知の
マウスを提示した場合においてのみプロテオソーム依存的タンパク質分解の活性化が示唆
された。従って，プロテオソーム依存的タンパク質分解はマウスが既知であることを認識し
たことを示す生化学的なマーカーとなることが強く示唆され，このタンパク質分解の活性化
が観察された海馬，前頭前野，前帯状皮質が社会識別制御に関わることが強く示唆された。
特に，海馬では，既知のマウスを提示しても，c-fos 発現誘導が観察されなかったことから，
社会識別に特に重要な役割を果たすことが示唆された。一方，扁桃体では既知であろうと，
新規であろうとマウスを提示された際に c-fos 発現が誘導されるものの，既知のマウスを提
示してもタンパク質分解の活性化は観察されないことから，社会識別には関与しないことが
示唆された。 
 
2-2. in silico 解析を用いた社会記憶識別に対する脳領野の役割の解析 
1 章と同様に，c-fos 陽性細胞数の相関に基づく in silico 解析により社会識別時の領野間
の機能的結合性を評価した。その結果，海馬では，既知のマウスを提示された場合には c-fos
発現は誘導されないものの，新規のマウスを提示された場合と同程度の他領野との機能的結
合（r 値の平均）を示すことが明らかとなった。一方，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体でも，
既知あるいは新規のマウスを提示された場合，他領野との機能的結合は同程度であった。従
って，海馬では，既知のマウスを提示すると遺伝子発現は誘導されないものの，他の領野と
の連携は行われていることが示唆された。さらに，タンパク質分解が活性化されることから
も，海馬は社会識別に中心的な役割を果たすことが示唆された。 
 
2-3. catFISH法を用いた社会識別機構の解析 
Cellular compartment analysis of temporal activity by fluorescence in situ 
hybridization (catFISH)は初期応答遺伝子 Arc 及び Homer1a (H1a) mRNA の発現を蛍光
標識プローブで検出する in situ hybridization である。ニューロンに刺激が与えられると神
経活動依存的に転写活性化が誘導され，核内の Arc 及び H1a の遺伝子座では，刺激約 5 分
後に Arc mRNA が，刺激約 30 分後に H1a mRNA がそれぞれ検出される。そこで，30 分
前と 5 分前に 2 回刺激を受けた場合には核内には両者の mRNA が検出されることとなり，
catFISH を用いればニューロンが刺激を受けた履歴をモニターすることが可能となる。2-1，
2-2 では長期記憶を形成させた後の記憶照合による社会識別機構を解析したのに対して，こ
の項では短時間のうちに既知あるいは新規のマウスを提示された場合の脳領野の反応の違
- 6 - 
 
いを解析することで，社会識別機構の解析を試みた。1st exposure の 25 分後に 2nd 
exposure において既知(Familiar 群)あるいは新規(Novel 群)のマウスを提示した。対照群と
して，1st exposure (30 min 群)あるいは 2nd exposure (5 min 群)においてのみ幼若マウス
を提示された群，マウスを提示されなかった群(no exposure 群)を設けた。2nd exposure の
5 分後に catFISH に供した。その結果，海馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体において，
1st exposure による H1a mRNA，2nd exposure による Arc mRNA の発現がそれぞれ検
出された。興味深いことに，海馬，前頭前野では，Arc と H1a mRNA の 2 重陽性核の割合
が Familiar 群において有意に多く，既知の幼若マウスが提示された場合に最初に幼若マウ
スを提示された時と同じニューロンが活性化されること，一方，新規の幼若マウスが提示さ
れると新たな(別の)ニューロンが活性化されることが示された。一方，前帯状皮質では 2 重
陽性核の割合が Familiar および Novel 群の両者において有意に多く，既知と新規のどちら
の幼若マウスが提示された場合においても 1st exposure において活性化されたニューロン
が再び活性化されることが示された。一方，扁桃体ではどの群においても 2 重陽性核の割合
の増加は観察されなかった。従って，海馬と前頭前野では既知と新規のマウス認識時に活性
化されるニューロンが異なることから，社会記憶に基づく社会認識機構と一貫して，社会識
別に重要であることが示唆された。一方，前帯状皮質では短期的なタイムコースでは，既知
あるいは新規のマウスであろうとも同じニューロンが反応することから，社会識別には関わ
らないものの，短期的には社会行動・記憶制御に関わるニューロンが決まっているものと考
察された。また，2-1 と同様に，扁桃体は社会識別には関与しないことが示唆された。 
 
2-4．結論及び考察 
以上より，海馬，前頭前野が特に社会識別制御を担う中心的な領野であることが示唆され
た。さらに，既知あるいは新規のマウスを提示された場合の分子レベルの変化が領野毎に異
なることから，領野毎に社会識別に対する役割が異なることも示唆された。重要な点として，
プロテオソーム依存的タンパク質分解は既知のマウスであることを認識したことを示す分
子マーカーとなることが強く示唆された。 
 
3. 総 括 
 本研究の神経科学的解析および in silico 解析から，社会記憶形成に関わる脳領野として海
馬，前頭前野，前帯状皮質，扁桃体が同定され，さらに，これら脳領野が異なる役割を果た
していることが強く示唆された。さらに，これらの領野は社会識別制御にも関わっており，
特に海馬が社会記憶と社会識別制御の両方に重要な役割を果たすことが示唆された。今後，
神経回路操作により，本研究において示唆された領野の役割分担を検証することが必要であ
る。また，社会記憶は社会行動を決定する基盤であるため，本研究において明らかになった
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社会記憶並びに識別制御機構が，自閉症等の社会行動に異常を示す病態の理解に繋がること
に期待したい。 
 
 
審 査 報 告 概 要 
 
 本研究では，記憶固定化並びに想起時に誘導される遺伝子発現を指標として，マウスにお
ける社会記憶と社会記憶に基づく社会認識の制御を担う脳領野と回路を同定し，その制御機
構を解析した。まず，免疫組織化学染色法と薬剤局所注入法を用いて，海馬，前頭前野，前
帯状皮質，扁桃体における遺伝子発現が社会記憶固定化に必須であることを明らかにし，さ
らに，in silico 解析により，海馬を中心とするこれら脳領野の機能的結合による神経ネット
ワーク（神経回路）に社会記憶が保存される実態が明らかとなった。次に，catFISH 法を用
いて解析した結果，既知のマウスを提示すると海馬と前頭前野では同じニューロン集団が活
性化され，これら領野が社会識別を担うことが示唆された。さらに，長期社会記憶形成後の
社会認識制御機構を解析した結果，海馬，前頭前野，前帯状皮質では既知のマウスを提示し
た場合のみプロテオソーム依存的タンパク質分解の活性化が観察され，また，海馬では遺伝
子発現誘導は観察されなかった。以上の成果から，社会記憶並びに社会認識制御に関わる脳
領野が同定され，これらの制御を司る神経ネットワークの実態が明らかとなった。主査およ
び副査から審査報告がなされ，専攻内可否を審議した。その結果，学位請求者の経歴や学術
業績が学位記申請の要項を満たしていること，外国語を含む最終試験に合格していること，
学位請求論文の研究内容や発表会での質疑応答の内容が十分であることが認められた。よっ
て，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学位を授与する価値があると判断した。 
